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Beschrelbung 

Stand der Technik 

[0001] Glucocorticoide sind eine Ktasse von Substanzen, die seit langem zur Behandtung von entzundiichen 
Erkrankungen eingesetzt warden. Die Einarbeitung von Wirkstoffen aus dieser Klasse in liposomale Formulie- 
rungen ist konzeptionell bekannt und mehrfach beschrieben. Dabei ist die Fomaulierung der unmodifizierten 
Arzneiform schwierigt da liposomal eingesclilossenes Materia) innerhalb von wenigen Stunden wiederfreige- 
setzt wird. Die DE 2712030 offenbart demgegenuber, dass lipophil substituierte Glucocorticoide sich stabil in 
Liposomen einschliessen lassen. Nachteilliaft an diesen Fomnulierungen ist der Austausch des hydroplioben 
Wirkstoffderivats mit Plasmabestandteilen und eine geringe in vivo-Stabilitat der Formulierungen. 
[0002] Eine Verbesserung demgegenuber wird in der WO 94/07466 offenbart. Durch die Verwendung von 
PEG (Polyethylenglykol>'modiftzierten Lipiden lasst sich die in vivo-Stabilitat der Formutierung erhdiien und 
insbesondere die Zirkulationszeit der Liposomen verlSngern. Konzeptionell zielt diese Verbesserung darauf, 
den unspezifischen Verlust von eingebrachten Liposomen im retikuloendothelialen System zu vermindem und 
dadurcli die spezifisclie Extra vasierung von Liposomen an den Entzundungsherden zu ermoglichen oder zu 
verbessern. 

[0003] Neuere Entwicklungen wie die EP 1046394 und die WO 02/45688 entwicketn diesen Weg weiter, wo- 
bei wasserlosliche Glucocorticoide, insbesondere deren Phosphatester, in die PEG-^modifizierten Liposomen 
eingschlossen werden. 

[0004] Der nun erreichte Stand der Technik hat den Nachteil, das die erzielten Verbesserungen im Zirkulati- 
onsverhalten im wesentlichen nur bei der erstmaligen Gabe der Fomiulierung erreicht werden konnen. Bei 
mehrmaliger Gabe von PEG-modifizierten Liposomen wird die Bildung von Antikorpem nachgewiesen. Deren 
Bindung fuhrt bei wiederholter Anwendung zu einer Verringerung der Zirkulationshalbwertszeit und ist pharma- 
kologisch unenA/unscht. 

Aufgabenstellung 

[0005] Die Aufgabe der Erflndung bestand daher darin, liposomale Formulierungen von Glucocorticoiden be- 
reitzustellen, die die genannten Nachteile vemneiden und eine vortetlhafle Wirkung gegenuber dem freien 
Wirkstoff autweisen. 

[0006] Die erfindungsgemasse Aufgabe wird gelost durch den Einschluss von wasserloslichen Glucocortico- 
iden In Liposomen, die im wesentlichen frei sind von konjugierten Polymeren, insbesondere frei von PEG-Lipi- 
den. 

[0007] Im uberraschenden Gegensatz zur nahegelegten technischen Lehre wurde gefunden, dass auch lipo- 
somale Zubereitungen von Glucocorticoiden. die ohne den Zusatz von PEG-Lipiden hergesteitt wurden. bei 
systemlscher Anwendung htnreichend stabi) sind und eine sehr vorteilhafte Wirkung gegenuber dem freien 
Glucocorticoid aufweisen. So wird bei gleicher Wirkstoffmenge ein erheblich besserer therapeutischer Effekt 
beobachtet. Eine antigeninduzlerte Arthritis In Ratten konnte mit 1 mg liposomalem Dexamethasonphosphat 
pro kg Korpergewicht nahezu vollstandig unterdruckt werden. Here, die eine identische Dosis des unverpack- 
ten Wirkstoffs erhielten. entwickelten nach kurzer Besserung alle Symptome des Tiermodells. 
[0008] Bevorzugt werden zur Formuiierung wasserloslicher Glucocorticoide solche Liposomen bereitgestellt. 
die in Blut und Serum uber einige Stunden stabil sind und unter diesen Bedingungen keine Aggregate bilden. 
Besonders bevorzugt werden Liposomen mit einer Grosse zwischen 150 und 500 nm venvendet. 
[0009] Solche Liposomen sind dem Fachmann bekannt und umfassen auch Liposomen, die aus gesattigten 
Phospholipiden und Cholesterol aufgebaut sind. In einer bevorzugten Ausfuhrung der erfinderischen Lehre 
werden zum Aufbau der Liposomen die folgenden Lipide eingesetzt: 

Dipalmitoylphosphytidylcholin, Distearoylphosphytidylchoiin, Dipalmitoylphosphatidylglycerol. Distearoylphos- 
phatidylglycerol, Dipalmitoylphosphatidylserin, Distearoylphosphatidylserin, Cholesterol. Unter den Mischun- 
gen dieser Substanzen sind solche bevorzugt. die einen Anteil negativer Ladungstrager von nicht mehr a!s 20 
mol% aufweisen. Weiter bevorzugt sind solche MIschungen, bei denen der Anteil negativer Ladungstrager zwi- 
schen 5 und 15 mol% liegt. Phosphatidylglycerole und Phosphatidylserine sind negative Ladungstrager in sol- 
chen Membranen. 

[0010] Die erfindungsgemass bevorzugten MIschungen von Lipiden umfassen bevorzugt solche, die entwe- 
der kein Cholesterol oder zwischen 35 und 50 mol% Cholesterol enthatten. Ganz besonders bevorzugt sind 
Liposomen. die zwischen 35 und 45% Cholesterol enthalten. 

[0011] In einer weiteren bevorzugten Ausfuhrung der ErTindung werden Liposomen venvendet. deren Ober- 
flachenladung sich mit dem pH-Wert der Umgebung andert. Solche pH-sensitiven Liposomen sind ebenfalls 
bekannt und umfassen insbesondere Cholesterolhemisuccinat (CHEMS). da dessen Carboxygruppe durch un- 
terhalb von pH5 mehr und mehr entladen wird. Mit Vorteil wird dieses Lipid in Verbindung mit Phosphatidyle- 
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thanolamin verwendet. Solche Liposomen mit einem Gehalt von 35 ... 50 mol% CHEMS und 65 ... 50 mol% 
Phosphatidylethanolamin sind bei neutratem pH stabil und zerfalien bei einem pH unterhalb von 5, wle er etwa 
bei der endosomaten Aufnahme erreicht wird. Anstelle des CHEMS kann auch ein anderes pH-seinsitives Lipid 
eingesetzt warden, beispielweise Phosphatidylserin. 

[0012] Die WO 02/066489 und die WO 02/066012 beschreiben weitere pH-sensitive Liposonrien, der Ladung 
sich bei sinkendem pH-Wert nicht nur verringert, sondern auch umkehrt (positiviert). Auch solche Liposomen 
sind fur die Ausfuhrung der Erfindung bevorzugt, da sie im Serum stabil sind und keine Aggregate bilden. Der 
Offenbarungsgehalt der betden Referenzen sei an dieser Stelle ausdrucklich mit in die Beschreibung der Er- 
findung aufgenommen. 

[001 3J Methoden zur Herstellung der wirkstoffhaltigen Liposomen sind dem Fachmann bekannt. Mit beson- 
derem Vorteil werden die Lipide in einem phamnakologisch akzeptablen Alkohol wie Ethane!, Isopropanol oder 
1 ,2-Propandio! oder auch in DMSO gelost und unter schnellem Mischen in die wassrige Losung des Wirkstof- 
fes verdiinnt. Bei geeigneter Prozessfuhmng, beispielsweise bei einer lOfachen Verdunnung der organischen 
in die wassrige Phase, entstehen Liposomen im gewunschten Grossenbereich zwischen 150 und 500nm. Es 
ist dann keine weitere Veranderung der Liposomen durch Homogenisation oder Extrusion notwendig. Nicht 
eingeschlossener Wirkstoff kann abgetrennt werden. Dazu eignen sich Verfahren wie Gelfiltration. Zentrifuga- 
tion Oder auch Dialyse, besonders Tangetialflussdiaiyse. 

[0014] Die Glucocorticoide sind schlecht in Wasser loslich und in liposomaler Form wenig stabil. Gut wasser- 
loslich sind insbesondere die Phosphatester, Sulfatester oder Dicarbonsaureester oder Additionssaize oder die 
Glycoside der Wirkstoffe. Es konnen bevorzugt die Mono- oder Disaize eingesetzt werden. ganz besonders 
bevorzugt die Natrium- oder Kaliumsaize der Glucocorticoidphosphate oder -succinate. 
[0015] Beispielhafle Verbindungen aus dieser Gruppe sind Dexamethasonphosphat, Prednisolonphosphat, 
Methylprednisolonphosphat, Prednisolonsucinat, Methylprednisolonsuccinat, Bemethasonphosphat. Desonid- 
phosphat. Hydrocortisonphosphat, Hydrocortisonsuccinat. Prednisolatmahydrochlorid, Prednisonphosphat 
Oder Triamcinoloneacetonidphosphat 

[001 6] Die erfindungsgemasse Lehre findet Anwendung bei der Behandlung von inflammatorischen und Au- 
toimmun- Erkrankungen. Dazu gehoren unter anderem die rheumatische Arthritis, Neurodermitis, Psoriasis, 
Morbus Crohn, Colitis ulcerosa, Multiple Sklerose und andere mehr. Auch zur Unterdruckung der Abstossung 
von Transplantaten oder bei der Behandlung des Typ-I-Diabetes konnen liposomale Formulierungen von Glu- 
cocorticoiden mit Vorteil verwendet werden. 

Abbildungsunterschriften: 

[00171 Fig. 1 : Gelenkschwellung der arthritischen Tiere uber den Untersuchungszeitraum von 21 Tagen nach 
Auslosung der Arthritis im rechten Knie im Vergleich zum gesunden linken Knie 

[0018] Fig. 2: Histologische Schnitte der arthritischen Kniegelenke. HSmatoxylin/Eosln-Farbung, 92fache 
VergroUerung 

K - Formulierung K. starke Entziindung und Knorpel- und Knochendestruktion A - Formulierung A. geringfiigig 
entzundliche Infiltration C - Formuleirung C, keine Entzundungsreaktion 

Ausfuhrungsbeispiel 

[001 9] Im folgenden soli die Ausfuhrung der erftnderischen Lehre an einigen Beispielen verdeutlicht werden. 
ohne das sie auf diese Beispiele beschrankt ist. 

Abkurzungen: 

[0020] HistChol Na-Histidlnyl-Cholesterolhemisuccinat 

DOTAP N-[1-(2,3-Dioleoyloxy)propyl]-N,N.N-trimethylammonium 

MoChol 4-(2-Aminoethyl)-Morpholino-Cholesterolhemisuccinat 

HisChol Histaminyl-Cholesterolhemisuccinat 

AC Acylcarnosin 

Chems Cholesterylhemisuccinat 

DPPC Dipalmitoylphosphatldylcholin 

DPPG Dipalmitoylphosphatidylglycerol 

POPC Palmlloyloleoylphosphatldylcholin 

Choi Cholesterol 
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Beispiel 1: Herstellung Dexamethason-Phosphat gefullter Liposomen 

[0021] Ein Gemisch aus 50 mol% DPPC, 10 mol% DPPC und 40 mol% Choi wird in Chloroform gelost und 
anschlleBend im Rotationsverdampfer im Vakuum vollstandjg getrocknet. 

[00221 Der Lipidfilm wird mit soviel Dexamethason-Phosphat-Losung {25mg/ml Dexamethason-Phosphat in 
10mM Hepes, 150mM NaCI pH 7.5) versetzt, dass eine lOOmM Suspension entsteht. Anschlieliend wird diese 
Suspension fur 45 Minulen im Wasserbad bei dO^'C unter Rotleren hydratisiert und fur weltere 5 Minuten im 
Ultraschallbad behandelt. Danach wird die Losung eingefroren. Nach dem Auftauen werden die Liposomen 
mehrfach durch eine Membran mit einer Porenweite von 400nm extrudiert. Die Abtrennung des nicht einge- 
schiossenen Dexamethason-Phosphates erfolgt uber Gelfiltration, 
[0023] Analog werden folgende Dexamethason-Phosphat gefullten Liposomen hergestellt: 



Lipid mol% 



POPC/MoChol/Chems 


60: 


:20: 


:20 


POPC / Hi sCho 1 / Chems 


60: 


;20; 


:20 


POPC/DOTAP/Chems 


60: 


:10; 


:30 


POPC/HistChol/Chol 


60: 


;20: 


:20 


DPPC/AC/Chol 


50: 


;10: 


:40 



Tabelle 1 : Beispiele moglicher LIposomenformulierungen fur den EInschluss von wasserlosllchen Glucocorti- 

colden. 

Beispiel 2: Bestlmmung der Freisetzung von Dexamethason-Phosphat 

[0024] Liposomen wurden wie in Beispiel 1 hergestellt und mit Puffer (10mM Hepes, 1 50mM NaCI pH 7.5) auf 
eine Konzentratlon von 12mM Lipid verdunnt. Anschlieftend werden sle bel 37'C inkublerl. Allquots dieser In- 
kubatlonslosung werden zu definierten Zeitpunkten (vgl. nachfolgende Tabelle) entnommen. Die entnomme- 
nen Aliquots werden mittels RP-HPLC auf ihren Gehalt an Dexamethason-Phosphat vermessen. 



Formu- 


Lipid 


mol% 




0 


24 


120 


lierung 








Stunden 


Stunden 


Stunden 




POPC /MoCho 1 / Chems 


60:20 


:20 


4,6 


10,5 


10,0 


A 


DPPC/DPPG/Chol 


50:10; 


:40 


1,1 


6,0 


7,3 


B 


POPC/HisChol/Chems 


60:20: 


:20 


6,7 


14,1 


10,8 


C 


POPC/DOTAP/Chems 


60:10; 


;30 


4,4 


4,2 






POPC/HistChol/Chol 


60:20: 


;20 


8,7 


7,0 






DPPC/AC/Chol 


50:10: 


:40 


1,7 


7,8 


7,4 



Tabelle 2: Freisetzung von Dexamethason-Phosphat zu unterschiedlichen Zeitpunkten nach Inkubation bei 

a/'C in Puffer in % der eingeschlossenen Menge 

[0025] Die unterschiedlichen Liposomen zelgen uber den untersuchten Messzeitraum eine hinreichende Sla- 
bilitat. Ober einen Zeitraum von 6 Tagen werden weniger als 6, oft weniger als 4% des eingeschlossenen Wirk- 
stoffs freigesetzt. 

Beispiel 3: EInsatz von liposomalem Dexamethason-Phosphat 

[0026] In den Versuchstieren wurde entsprechend Buchner (Behandlung der antigenlnduzierten Arthritis der 
Ratte mit Anti-Makrophagenprinzipien und monoklonalen Anti-CD4 Antikorpern. 1996. Dissertation. Fried- 
rich-Alexander-Universitat Erlangen-Nurnberg. 1 29 S.) 1 996) eine antigeninduzierte Arthritis ausgelost. Die Ar- 
thritis wurde am Tag 0 entsprechend Buchner durch intraartikulare Injektion des Antigens in den Synovialspalt 
im rechten Knie ausgelost. Die arthritischen Tiere wurden 6. 24 und 48h nach Induktion der Arthritis Intravenos 
mit liposomalem Dexamethason-Phosphat (Formulierung A, B. C. je 1 mg/kg) behandelt. Als Kontrolle dienen 
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freies Dexamethason-Phosphat (Formulierung K, ebenfalls 1 mg/kg) und physiologische Salzlosung (Saline). 
Die Wirkung der Probengabe wurde anhand folgender Parameter ermittelt: 

- Bestimmung der Gelenkschwellung (vgl. Fig. 1 ) 

- histologische Begutachtung von EntzQndungsparametern und Parametern der Gelenkknorpelzerstorung 
(vgl Fig. 2 und Tabelle 3) 



[0027] 



Formulierung 


Grad der Knorpelzerstdrung 




Saline 


4,0 


5,5 


Formulierting K 


2,75 


3,5 


Formulierung A 


0,25 


0,25 


Formulierung B 


0 


0,25 


Formulierung C 


1,0 


1,5 



Tabelle 3: Grad der Gelenkknorpelzerstorung und Gelenkentzundung der artbritischen Tiere nach Behandlung 



0 - keine Veranderungen im Vergleich zum gesunden Knie 
6 - Starke Veranderungen im Vergleich zum gesunden Knie 

[0028] Sowohl Gelenkknorpelzerstomng als auch Entzundungsreaktionen warden durch Behandlung mit 11- 
posomalem Dexamethason-Phosphat wirksam verrlngert. Freier Wirkstoff in der angegebenen Konzentration 
. ist erheblich schlechter wirksam. 

Patentanspruche 

1 . Liposomale Formulierung, dadurch gekennzeichnet, dass in der inneren wassrigen Phase der Llposo- 
men wasserlosliche Glucocorticoide vorliegen und das die Liposomen keine amphlphilen Polymere wie Poly- 
ethylenglykol-PhosphatidylethanoIamin umfassen. 

2. Liposomale Formulierung nach Anspruch 1. dadurch gekennzeichnet, dass die Liposomen Dipalmitoyl- 
phosphatldylcholin oder Distearoylphosphatidylcholin, DIpalmitoylphosphatidylglycerol Oder Distearoylphos- 
phatidylglycerol, DIpalmitoylphosphatldylserin oder DIstearoylphosphatidylserin und Cholesterol umfassen. 

3. Liposomale Formuliemng nach Anspruch 2, dadurch gekennzeichnet, dass die Phosphatldylglycerole 
Oder Phosphatidylserine 5 bis 15mol% und Cholesterole 35 bis 50 mol% der Lipide ausmachen. 

4. Liposomale Formulierung nach Anspruch 1 , dadurch gekennzeichnet. dass die Liposomen ihre Oberfla- 
chenladung mit dem pH-Wert andern. 

5. Liposomale Formulierung nach Anspruch 1 , dadurch gekennzeichnet, dass die Liposomen eine Grosse 
zwischen 150 und 500nm aufweisen. 

6. Liposomale Formulierung nach einem der vorhergehenden Anspruche, dadurch gekennzeichnet. dass 
die wasserlostichen Glucocorticoide deren Phosphatester, Glycoside oder Sulfatester sind. 

7. Liposomale Formulierung nach Anspruch 6, dadurch gekennzeichnet, dass die wasserloslichen Gluco- 
corticoide Dexamethasonphosphat, Prednisolonphosphat, Methylprednisolonphosphat, Prednisolonsucinat, 
Methylprednisolonsuccinat, Bemethasonphosphat, Desonidphosphat. Hydrocortisonphosphat. Hydrocortison- 
succinat, Prednisolatmahydrochlorid, Prednisonphosphat oder Triamcinoloneacetonidphosphat sind. 

8. VenA^endung der liposomalen Formulierungen nach einem oder mehreren der vorhergehenden Anspru- 
che zur Behandlung von Inflammatorischen Erkrankungen. 

9. Verwendung der liposomalen Formulierungen nach einem oder mehreren der vorhergehenden Ansprii- 
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Che bei topischer, systemischer, oraler oder rektaier Applikation. 

Es folgen 2 Blatt Zeichnungen 
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Anhangende Zelchnungen 
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FIGUR 2: 
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